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Âëèÿíèå ðåãóëÿòîðíîãî êàñêàäà Wip1-p53 íà îòâåò êëåòîê ïðè äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ

Èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç è èíãèáèòîðîâ MEK/ERK-ñèãíàëüíîãî êàñêàäà
ïðåäëàãàåòñÿ êàê ïåðñïåêòèâíûé ìåòîä ëå÷åíèÿ ðàêà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè âëèÿíèå èíãèáè-
òîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòà íàòðèÿ è èíãèáèòîðà MEK/ERK-ïóòè âåùåñòâîì PD0325901 íà
êëåòêè ñ äåëåöèåé ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îòâåòå íà ïðîòèâîîïóõîëåâóþ òåðàïèþ, Ppm1d è Trp53. Ìû èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå àãåíòîâ íà ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê äèêîãî òèïà, êëåòîê ñ
íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 è êëåòîê ñ äâîéíîé äåëåöèåé ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè Wip1 è p53.
Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, â êëåòêàõ ñ îòñóòñòâèåì àêòèâíîé ôîñôàòàçû Wip1 (Wip1–/–) áóòèðàò
íàòðèÿ îêàçûâàåò áîëåå âûðàæåííîå âëèÿíèå íà ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà S è G2/M, ÷åì â êëåòêàõ äèêî-
ãî òèïà, â òî âðåìÿ êàê PD0325901 ñïîñîáñòâóåò áëîêó G1-ôàçå. Ïðè ýòîì â îòâåòå íà êîìáèíèðî-
âàííîå äåéñòâèå àãåíòîâ íà êëåòêè Wip1–/– äîìèíèðóåò âëèÿíèå áóòèðàòà íàòðèÿ, â òî âðåìÿ êàê ó êëå-
òîê Wip1–/–/ð53–/– îñíîâíûì ÿâëÿåòñÿ äåéñòâèå PD0325901. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè Wip1–/– è
Wip1–/–/ð53–/– áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èíãèáèòîðó MEK/ERK-ïóòè, ÷åì êëåòêè äèêîãî òèïà. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îòñóòñòâèå ôîñôàòàçû Wip1 óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê äåéñòâèþ áóòèðàòà íàòðèÿ è èíãèáèòîðîâ MEK/ERK-ñèãíàëüíîãî ïóòè â íåçàâèñèìîñòè îò
ïðèñóòñòâèÿ îñíîâíîé ìèøåíè Wip1 — ôàêòîðà ð53. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ðîëü
ôîñôàòàçû Wip1 â îòâåòå êëåòîê íà äåéñòâèå èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ è MEK/ERK-ñèãíàëüíîãî
ïóòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Wip1, p53, êëåòî÷íûé öèêë, áóòèðàò íàòðèÿ, MEK/ERK-ñèãíàëüíûé ïóòü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: HDAC — ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû (histone deacetylase), NaBut — áó-
òèðàò íàòðèÿ, PD — PD0325901 (èíãèáèòîð ñèãíàëüíîãî ïóòè MEK/ERK).

Â òåêóùåå âðåìÿ âåäóùèå íàïðàâëåíèÿ â áîðüáå ñ ðà-
êîâûìè çàáîëåâàíèÿìè ñâÿçàíû ñ ïîäàâëåíèåì ïðîëè-
ôåðàöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê è èíäóêöèåé èõ ãè-
áåëè. Àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ èíãèáèòîðû ñèãíàëüíûõ
ïóòåé, ñïîñîáñòâóþùèõ ïîääåðæàíèþ ïðîëèôåðàöèè è
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, â ÷àñòíîñòè MAP-êèíàçíûõ
êàñêàäîâ.

Îòäåëüíûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èíãèáèòîðû
ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDAC). Àêòèâíîñòü àöåòèëàç è
äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ ýïèãåíåòè÷åñêè ðåãóëèðóåò àêòèâ-
íîñòü ãåíîâ. Â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ áàëàíñ ìåæäó àöåòè-
ëèðîâàíèåì è äåàöåòèëèðîâàíèåì N-òåðìèíàëüíûõ êîí-
öîâ ãèñòîíîâ âàæåí äëÿ ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è äèô-
ôåðåíöèðîâêè, â òî âðåìÿ êàê íàðóøåíèå ýòîãî áàëàíñà
ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü òðàíñôîðìàöèè (Mahlknecht, Hoel-
zer, 2000). Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèòîðû
HDAC ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ ðàêîâûõ êëåòîê, ìîãóò
èíäóöèðîâàòü àïîïòîç, à òàêæå äåéñòâîâàòü ñèíåðãåòè÷å-
ñêè ïðè èñïîëüçîâàíèè â ñî÷åòàíèè ñ ðàçëè÷íûìè ïðîòè-
âîîïóõîëåâûìè ïðåïàðàòàìè è ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèìè
àãåíòàìè (Munshi et al., 2005; Xu et al., 2008). Îäíèì èç
ñâîéñòâ èíãèáèòîðîâ HDAC â îòíîøåíèè ðàêîâûõ êëåòîê

ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü óñêîðåííîå ñòàðå-
íèå (Çóáîâà è äð., 2005; Xu et al., 2005). Êëåòî÷íîå ñòàðå-
íèå — ýòî ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàííàÿ ïðîãðàììà,
ñâÿçàííàÿ ñ ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Â çëîêà-
÷åñòâåííûõ êëåòêàõ ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ îáû÷íî ïîäàâ-
ëåíà, îäíàêî óñêîðåííîå ñòàðåíèå ìîæíî àêòèâèðîâàòü,
èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå àãåíòû, â ÷èñëî êîòîðûõ âõîäÿò
èíãèáèòîðû HDAC (Toussaint et al., 2000). Îäíàêî âëèÿ-
íèå èíãèáèòîðîâ HDAC íà íîðìàëüíûå êëåòêè ìåíåå
èçó÷åíî.

Îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ ìèøåíåé äëÿ èññëåäîâàíèÿ
â ïîñëåäíèå ãîäû ÿâëÿåòñÿ ñåðèí-òðåîíèíîâàÿ ôîñôàòàçà
Wip1. Îíà ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè îòâåòà êëåòêè íà ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ, îäíàêî ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû,
îíà îáëàäàåò ñâîéñòâàìè îíêîãåíà, è åå ðîëü â ðàçâèòèè
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè íåîäíîçíà÷íà (Bulavin et al.,
2004; Harrison et al., 2004; Goloudina et al., 2016). Wip1,
êîäèðóåìàÿ ãåíîì Ppm1d, ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííîé
ìèøåíüþ áåëêà TP53, áîëåå èçâåñòíîãî êàê ð53 (Lu et al.,
2008). Áåëîê ð53 èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â îòâåòå êëåòêè
íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, à òàêæå íåîáõîäèì äëÿ ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî öèêëà, èíèöèàöèè àïîïòîçà è êëåòî÷íîãî ñòà-
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ðåíèÿ. Ôîñôàòàçà Wip1, ÿâëÿÿñü ìèøåíüþ ð53, â òî æå
âðåìÿ ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü ýòîãî áåëêà, äåôîñôîðèëè-
ðóÿ åãî íåïîñðåäñòâåííî ïî Ser15 (Lu et al., 2005). Òàêèì
îáðàçîì, âîïðîñ î åå ðîëè â ðåãóëÿöèè óñòîé÷èâîñòè ê
òðàíñôîðìàöèè, ïðîëèôåðàöèè è êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ àê-
òóàëåí. Ïîñêîëüêó Wip1 ìîæåò ïðîÿâëÿòü ñâîéñòâà îíêî-
ãåíà, âûÿñíåíèå åå âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ â îòâåòå êëåòîê
íà èíãèáèòîðû ñèãíàëüíûõ ïóòåé, à òàêæå íà èíãèáèòîðû
HDAC òàêæå ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
Wip1-íîêàóòíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè îò-
âå÷àþò óñêîðåííûì ñòàðåíèåì íà ãèïîêñèþ è äðóãèå
ñòðåññ-ôàêòîðû (Sakai et al., 2014). Èçó÷åíèå îòâåòà íîð-
ìàëüíûõ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íà ïðåïàðàòû,
îáëàäàþùèå ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ, ïðåäñòàâ-
ëÿåòñÿ âàæíûì äëÿ ïðîãíîçèðîâàíèÿ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ
ýòèõ ïðåïàðàòîâ è îòðàáîòêè áîëåå ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ
ïðîòèâîðàêîâîé òåðàïèè.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå îòâå-
òà íîðìàëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè è
ôèáðîáëàñòîâ-íîêàóòîâ ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 Ppm1d
íà äåéñòâèå èíãèáèòîðà MEK/ERK-ïóòè âåùåñòâà
PD0325901 (PD) è èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ
(NaBut).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ, ïîëó÷åííûõ èç ìûøåé ëèíèè
C57/Bl6 äèêîãî òèïà (êëåòêè WT), íîêàóòîâ ïî ãåíó
Ppm1d, êîäèðóþùåìó ôîñôàòàçó Wip1 (êëåòêè Wip1–/–),
è äâîéíûõ íîêàóòîâ ïî ãåíàì Ppm1d è Trp53 (êëåò-
êè Wip1–/–/p53–/–). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà. Èíãèáèòîðîì HDAC ñëóæèë NaBut â êîíöåíòðà-
öèè 4 ìêÌ. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà MEK/ERK-ñèãíàëüíî-
ãî ïóòè èñïîëüçîâàëè âåùåñòâî PD â êîíöåíòðàöèè
1 ìêÌ.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å -
ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè. Êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè è êóëüòèâèðî-
âàëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ â òå÷åíèå 72 ÷. Çàòåì
êëåòêè ñíèìàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà â âåðñåíå, îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ôîñôàòíî-ñî-
ëåâîì áóôåðå. Êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè ñ ïîìîùüþ
0.0025%-íîãî ñàïîíèíà â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì è
èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ è
ÐÍÊàçû À (0.1 ìã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Àíàëèç
ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Odam (Brucker,
Ôðàíöèÿ).

È ç ì å í å í è å æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê îöå-
íèâàëè ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà. Êëåòêè áûëè ïîñåÿíû íà
12-ëóíî÷íûå ïëàòû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñ èíãèáèòî-
ðàìè â òå÷åíèå 72 ÷. Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà ðàñòâîð
ÌÒÒ â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 1 ÷ ðàñòâîð ÌÒÒ çàìåíÿëè íà
DMSO è èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 30 ìèí. DMSO ñ
ðàñòâîðåííûì â íåì ôîðìàçàíîì âíîñèëè â ëóíêè 96-ëó-
íî÷íîãî ïëàíøåòà ïî 80 ìêë (òðè ïîâòîðíîñòè íà òî÷êó)
è ïðîâîäèëè èçìåðåíèå ïðè äëèíå âîëíû 572 íì.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè â ïðîãðàììå Microsoft Excel 2013 ñ ïîìîùüþ t-êðè-
òåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

×òîáû îöåíèòü âëèÿíèå NaBut è PD íà ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, ýìáðèîíàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû ìûøè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáè-
òîðîâ â òå÷åíèå 72 ÷. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà áûë îñóùåñòâëåí ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì,
NaBut îêàçûâàë ñëàáîå äåéñòâèå íà äîëþ êëåòîê â S-ôàçå
ó äèêîãî òèïà, â òî âðåìÿ êàê ó êëåòîê Wip1–/– äåéñòâèå
NaBut âûçûâàëî äîñòîâåðíîå ïàäåíèå äîëè êëåòîê â
S-ôàçå äî 7 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 16 â êîíòðîëå (ñì. òàáëè-
öó). NaBut ñëàáî ïîâëèÿë íà äîëè êëåòîê â ôàçàõ G0/G1 è
G2/M ó äèêîãî òèïà (63 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 62 â êîíòðîëå
äëÿ ôàç G0/G1; 22.6 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 19.5 äëÿ G2/M). Â òî
æå âðåìÿ â ñëó÷àå êëåòîê Wip1–/– NaBut îêàçàë áîëåå ñó-
ùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ôàçû G2/M, äîëÿ êëåòîê â êîòî-
ðûõ âûðîñëà íà 8 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

ð53 ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ Wip1, è á*îëüøàÿ ÷àñòü íàáëþ-
äàåìûõ èçìåíåíèé â Wip1–/–-êëåòêàõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà
ñ ãèïåðàêòèâàöèåé ð53 è íèæåëåæàùèõ ðåãóëÿòîðíûõ öå-
ïåé â ýòèõ êëåòêàõ. Ïîñêîëüêó ð53 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê ïî öèêëó è ìîæåò ðåãóëèðîâàòü âñå
ôàçû è êîíòðîëüíûå òî÷êè êëåòî÷íîãî öèêëà (North, Hai-
naut, 2000; Suvorova et al., 2016), ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè
âëèÿíèå âûáðàííûõ íàìè àãåíòîâ íà ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê, ïîëó÷åííûõ èç ìûøåé ñ äâîéíûì íîêàóòîì ïî ãåíàì
Ppm1d è Trp53, ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Â íîðìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ, áåç ñòðåññîðíûõ âîçäåéñòâèé äîëÿ ýòèõ
êëåòîê â S-ôàçå ñîñòàâèëà 35 %, ÷òî çíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì ó êëåòîê WT è Wip1–/–, è óêàçûâàåò íà áîëåå âûñîêóþ
ðåïëèêàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ñ îòñóòñòâóþùèì àê-
òèâíûì ð53.

Â äàííîé êîìáèíàöèè óäàëåííûõ ãåíîâ NaBut îêàçàë
ñëàáîå âëèÿíèå íà ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà S è G0/G1, â òî
âðåìÿ êàê äîëÿ êëåòîê â ôàçàõ G2/M âûðîñëà ñ 7.7 % â
êîíòðîëå äî 16.7. Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå
àêòèâíîãî p53, ñîõðàíÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü NaBut âûçûâàòü
G2/M-áëîê â êëåòêàõ ñ äâîéíîé äåëåöèåé ãåíîâ (ñì. òàá-
ëèöó).

Â îòëè÷èå îò NaBut ïîäàâëåíèå MEK/ERK MAP-êè-
íàçíîãî ïóòè ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðà PD ñïîñîáñòâîâàëî
áëîêó êëåòîê Wip1–/–/p53–/– â ôàçàõ G0/G1 è äîñòîâåðíîìó
ñíèæåíèþ äîëè êëåòîê â S-ôàçå ñ 35 äî 24 %. Â òî æå âðå-
ìÿ ïîäàâëåíèå MEK/ERK íèêàê íå âëèÿëî íà ïðîõîæäå-
íèå êëåòîê äèêîãî òèïà ïî öèêëó. Äîëÿ êëåòîê Wip1–/–

â S-ôàçå íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàëàñü ñ 16.8 äî 12 %, à
äîëÿ â G0/G1 âîçðàñòàëà äî 69 % ïîä äåéñòâèåì PD (ñì.
òàáëèöó).

Êîìáèíàöèÿ NaBut è PD îêàçàëà íàèáîëåå ñèëüíîå
âëèÿíèå íà äîëþ êëåòîê â S-ôàçå äëÿ âñåõ òðåõ ëèíèé.
Äîëÿ êëåòîê WT â S-ôàçå ïîñëå ñîâìåñòíîé îáðàáîòêè
NaBut è PD ñîñòàâëÿåò 10.6 %, äîëÿ êëåòîê Wip1–/– —
6.6 %, êëåòîê Wip1–/–/p53–/– — 22.8 % (ñì. òàáëèöó). Íàäî
îòìåòèòü, ÷òî ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì èçìåíåíèå îêà-
çàëîñü íàèáîëåå âûðàæåííûì ó Wip1–/– — áîëåå ÷åì â
äâà ðàçà. Äëÿ êëåòîê Wip1–/– îòâåò íà ñî÷åòàííîå äåéñòâèå
NaBut è PD â áîëüøåé ñòåïåíè ïîâòîðÿåò îòâåò ýòèõ êëå-
òîê íà ìîíîòåðàïèþ NaBut ñîãëàñíî èçìåíåíèÿì äîëè
êëåòîê â ôàçàõ G0/G1 è G2/M. Â òî æå âðåìÿ â îòâåòå êëå-
òîê Wip1–/–/p53–/– íà êîìáèíèðîâàííîå äåéñòâèå àãåíòîâ
äîìèíèðóåò ïàòòåðí ïîâåäåíèÿ êëåòîê, ïîõîæèé íà ìîíî-
òåðàïèþ PD: äîëè G0/G1 âîçðàñòàþò äî 69 % (ïî ñðàâíå-
íèþ ñ 56 % â êîíòðîëå è 51 % ïðè äåéñòâèè NaBut),
äîëè G2/M ñîñòàâëÿþò 8 è 6 % ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíå-
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íèþ ñ 7.7 â êîíòðîëå. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåéñòâèè èíãè-
áèòîðîâ â êîìáèíàöèè íà êëåòêè Wip1–/– â ðàñïðåäåëåíèè
ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà äîìèíèðóåò NaBut, ïðè äåé-
ñòâèè íà êëåòêè Wip1–/–/p53–/– — PD.

Àíàëèç èçìåíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïîêà-
çàë, ÷òî êëåòêè Wip1–/– îáðàçóþò ôîðìàçàí ñ ìåíüøåé èí-
òåíñèâíîñòüþ, ÷åì êëåòêè äèêîãî òèïà (ñì. ðèñóíîê).
Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü êîíâåðñèè ÌÒÒ â ôîðìàçàí â
NaBut-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ íå íèæå, ÷åì â êîíòðîëå. Â
òî æå âðåìÿ êëåòêè Wip1–/–è Wip1–/–/p53–/– äåìîíñòðèðóþò
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèòîðó PD (ñì. ðèñóíîê). ×åðåç
3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè PD æèçíåñïî-
ñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê ñíèæàåòñÿ íà 30 % ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Òàêèì îáðàçîì, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê
èíãèáèòîðàì PD è NaBut ÿâëÿåòñÿ ð53-íåçàâèñèìîé.

Îáñóæäåíèå

Êîìáèíàöèè èíãèáèòîðîâ HDAC è èíãèáèòîðîâ ðàç-
ëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â ïîñëåäíåå âðåìÿ àêòèâíî èñ-
ñëåäóþòñÿ êàê âîçìîæíàÿ ñòðàòåãèÿ ýëèìèíàöèè îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê. Îäíàêî âëèÿíèå ýòèõ àãåíòîâ íà íîðìàëü-
íûå êëåòêè ìåíåå èçó÷åíî. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè
äàííûì, ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè äèêîãî òèïà
ïî÷òè íå÷óâñòâèòåëüíû ê HDAC-èíãèáèòîðó NaBut è èí-
ãèáèòîðó MEK-êèíàç PD, â òî âðåìÿ êàê èõ êîìáèíàöèÿ
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ äîëè êëåòîê â S-ôàçå. Â òî æå âðå-
ìÿ îòñóòñòâèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîé ôîñôàòàçû Wip1
ñïîñîáñòâóåò ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè îäíèì èíãèáè-
òîðîì NaBut. Êëåòêè Wip1–/– ïîä äåéñòâèåì NaBut ìîãóò
ïðåòåðïåâàòü ñòàðåíèå. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íîêàóò-
íûå ýìáðèîíàëüíûå ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû Wip1–/– îòâå-
÷àþò óñêîðåííûì ñòàðåíèåì íà ñòðåññîâûå ôàêòîðû (Sa-
kai et al., 2014). Ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî Wip1
ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè óñòîé÷èâîñòè êëåòîê äèêîãî
òèïà ê èíãèáèòîðó HDAC. Êðîìå òîãî, Wip1 ÿâëÿåòñÿ íå-
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Ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòîê äèêîãî òèïà (WT), êëåòîê Wip1–/–

è êëåòîê Wip1–/–/p53–/– â êîíòðîëå (Ê) è ïðè ðàçäåëüíîì è ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
èíãèáèòîðîâ NaBut è PD0325901 (PD) â òå÷åíèå 72 ÷

Ôàçà Ê NaBut NaBut+PD PD

Ê ë å ò ê è W T

G0/G1 61.9 � 2.9 62.9 � 4.4 64.8 � 4.6a 61.3 � 3.9

G2/M 19.5 � 4.9 22.7 � 4.7 24.6 � 8.6a 21.1 � 4.8

S 18.2 � 1.2 14.5 � 4.6 10.6 � 1.1a 17.1 � 0.8

Ê ë å ò ê è W i p 1–/–

G0/G1 62.5 � 4.8 64.5 � 4.8 61.8 � 1.6 69.2 � 6.7a

G2/M 20.7 � 3.2 28.2 � 3.9a 31.6 � 4.7a 18.6 � 4.8

S 16.8 � 1.6 7.3 � 0.9a 6.6 � 3.1a 12.2 � 1.9a

Ê ë å ò ê è W i p1–/–/p53–/–

G0/G1 56.5 � 7.8 51.5 � 14.8 68.9 � 15.4a 68.9 � 19.7a

G2/M 7.7 � 2.9 16.7 � 7.9a 8.7 � 3.1 6.5 � 4.2

S 35.2 � 1.1 31.7 � 3.8 22.9 � 6.3a 24.6 � 11.5a

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ. a Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì
äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.05.

Èçìåíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê äèêîãî òèïà Wip1–/– è
Wip1–/–/p53–/– â êîíòðîëå (Ê), ïðè ðàçäåëüíîì è ñîâìåñòíîì
(NaBut+PD) äåéñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut) è èíãèáèòîðà
PD0325901 (PD) â òå÷åíèå 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. ÌÒÒ-òåñò.

Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàííîãî ôîðìàçàíà îïðåäåëÿëè îòíîñèòåëüíî êîíò-
ðîëÿ ïî ïîãëîùåíèþ ïðè äëèíå âîëíû 572 íì. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðî-
ëåì, 72-÷àñîâûì êóëüòèâèðîâàíèåì â ïðèñóòñòâèè NaBut (*), NaBut+PD

(**) è PD (***) ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05.



ãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì ñòðåññ-êèíàçû p38 (Takekawa
et al., 2000). Â îòñóòñòâèå Wip1 àêòèâíîñòü êèíàçû p38
âîçðàñòàåò, ÷òî òàêæå ìîæåò âíîñèòü âêëàä â îòâåò êëåòîê
íà äåéñòâèå èíãèáèòîðà NaBut.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, áëîê G2/M ïðè
äåéñòâèè NaBut óñïåøíî ðåàëèçóþò íå òîëüêî êëåòêè
Wip1–/–, íî è êëåòêè Wip1–/–/p53–/–. Áåëîê ð53 ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, è ïîòå-
ðÿ åãî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñïîñîáñòâóåò íàðóøå-
íèþ ðàáîòû ñâåðî÷íûõ òî÷åê (÷åêïîéíòîâ) êëåòî÷íîãî
öèêëà. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî NaBut ìîæåò ñïîñîá-
ñòâîâàòü àêòèâàöèè ñèãíàëèíãà p53-MDM2 â êëåòêàõ îñ-
òåîñàðêîìû (Xia et al., 2016). Àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî
ïóòè ð53 â êëåòêàõ Wip1–/– â íîðìå è â îòâåò íà äåéñòâèå
NaBut òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ, îäíàêî ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî íàðÿäó ñ àêòèâíîé ð38 àêòèâíîñòü ð53 âíî-
ñèò ñâîé âêëàä â ðåàêöèþ êëåòîê íà NaBut. Òåì íå ìåíåå
íàêîïëåíèå êëåòîê Wip1–/–/p53–/– â ôàçå G2/M êëåòî÷íîãî
öèêëà ïðè äåéñòâèè NaBut ìîæåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî â
äàííîì ñëó÷àå áëîê ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ÷åðåç àëüòåð-
íàòèâíûå ïóòè ðåãóëÿöèè. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî íà
êîìáèíèðîâàííîå äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ NaBut è PD
êëåòêè Wip1–/– è Wip1–/–/p53–/– îòâå÷àþò ïî-ðàçíîìó, ñî-
ãëàñíî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè: â ñëó÷àå êëåòîê
Wip1–/– ðåàêöèÿ îòðàæàåò îòâåò êëåòîê íà NaBut, à â ñëó-
÷àå Wip1–/–/p53–/– — îòâåò íà èíãèáèòîð PD. Åñëè â ñëó÷àå
êëåòîê Wip1–/– ýôôåêò ìîæíî îáúÿñíèòü àêòèâíîñòüþ
ð53, òî â îòñóòñòâèå ð53, ïî âñåé âèäèìîñòè, äîìèíèðóåò
ðåàêöèÿ, ñâÿçàííàÿ ñ èíãèáèðîâàíèåì ñèãíàëüíîãî ïóòè
MEK/ERK. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïóòü MEK/ERK òàêæå ìî-
æåò áûòü âîâëå÷åí â ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà (Weber
et al., 1997). Ýòî òàêæå ìîæåò îáúÿñíÿòü ïîëó÷åííûé ðå-
çóëüòàò, ñîãëàñíî êîòîðîìó ñîâìåñòíîå äåéñòâèå NaBut è
PD îêàçûâàåò íàèáîëåå âûðàæåííîå äåéñòâèå íà êëåòêè
âñåõ ëèíèé, âêëþ÷àÿ äèêèé òèï.

Ìû ïîëó÷èëè äàííûå î òîì, ÷òî êëåòêè, â êîòîðûõ
îòñóòñòâóåò àêòèâíîñòü Wip1, îáëàäàþò áîëüøåé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê èíãèáèðîâàíèþ ïóòè MEK/ERK, ÷åì
êëåòêè äèêîãî òèïà. Ïîñêîëüêó, ñîãëàñíî äàííûì ÌÒÒ,
êëåòêè Wip1–/–/p53–/– òàêæå ÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ
PD, ýòà ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ñêîðåå âñåãî, ÿâëÿåòñÿ p53-íå-
çàâèñèìîé. Èçâåñòíî, ÷òî àïîïòîç ìîæåò ðåàëèçîâàòüñÿ
ïî ð53-íåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó çà ñ÷åò àêòèâíîñòè êàñ-
ïàçû 8 (Galluzzi et al., 2015). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â äàííîé
ðàáîòå ìû íå ïðîâîäèëè àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãè-
áèòîðîâ ðåöåïòîðîâ ñìåðòè, ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â äàííîì ñëó÷àå ïóòè àóòîôàãèè è àïîïòîçà ïåðåñåêà-
þòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî àóòîôàãèÿ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
ñáîðêå êîìïëåêñà àêòèâíîé êàñïàçû 8 (Young et al., 2012).
Ìåõàíèçìû îòâåòà è ïðîòåêàþùèå ïðè ýòîì ïðîöåññû â
êëåòêàõ Wip1–/– è Wip1–/–/p53–/– òðåáóþò äàëüíåéøåãî èçó-
÷åíèÿ, îäíàêî ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî äåéñòâèå èíãèáè-
òîðà ïóòè MEK/ERK íà êëåòêè ñ îòñóòñòâóþùåé ôîñôà-
òàçîé Wip1 âûçûâàåò ïåðåñå÷åíèå äâóõ ïóòåé êëåòî÷íîé
ãèáåëè.

Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì,
îòñóòñòâèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîé Wip1 âëèÿåò íà ðàñ-
ïðåäåëåíèå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ïî ôà-
çàì êëåòî÷íîãî öèêëà â îòâåò íà äåéñòâèå HDAC-èíãèáè-
òîðà NaBut, à òàêæå íà óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê èíãèáèòîðó
MEK/ERK-ïóòè PD. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèÿ î çíà÷èìîñòè ôîñôàòàçû Wip1 â
îòâåòå êàê íîðìàëüíûõ êëåòîê, òàê, âîçìîæíî, è òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ íà äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ HDAC è ñèã-
íàëüíîãî ïóòè MEK/ERK.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00636; Î. Í. Äå-
ìèäîâ, Å. Þ. Êî÷åòêîâà).
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ROLE OF Wip1-p53 AXIS IN RESPONSE OF MURINE CELLS TO TREATMENT
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The use of histone deacetylase inhibitors and inhibitors of MEK/ERK-pathway is proposed as a novel po-
tential approach in cancer treatment. Here we studied the effects of histone deacetylase inhibitor, sodium buty-
rate, and MEK/ERK-pathway inhibitor, PD0325901, on cells with modifications in genes involved in anti-can-
cer therapy response, Wip1 phosphatase and p53. We have investigated the effect of these agents on cell cycle
of wild-type cells, Wip1 knockout cells and cells with double deletion of Wip1 and p53. Our results showed
that more severe changes in S and G2/M phases were observed in response to sodium butyrate in Wip1-defe-
cient cells than in wild-type cells. Meanwhile, PD0325901 treatment led to G1 arrest. At the same time, a «so-
dium butyrate type» response dominated the response to combined treatment with both drugs in Wip1-deficient
cells, while the response of Wip1–/–/p53–/– cells to combined treatment was similar to the single use of
PD0325901. Wip1–/– and Wip1–/–/p53–/– cells were more sensitive to the use of PD0325901 than wild-type
cells. Obtained results suggest that Wip1 deficiency sensitizes cells to sodium butyrate and to MEK/ERK inhi-
bitors independently from Wip1 main target protein — p53. Data acquired give insights into role of Wip1 in
cellular responses to treatment with HDAC and MEK/ERK inhibitors.
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